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氮肥 水 平 对 稻田 细菌 群落 及 N2O 排放 的 影响 


宋 亚 娜 ， 林 艳 ， 陈 子 强 
(福建 省 农业 科学 院 生物 技术 研究 所 ”福州 ”350003) 


摘 要 : 作为 土壤 氮 素 转化 的 驱动 者 , 微生物 群落 结构 关系 着 稻田 氮 素 利用 及 温室 气体 NO 排放 等 问题 。 本 
研究 分 别 基于 高 通 量 测序 和 荧光 定量 PCR 技术 , 分 析 了 不 同 氮 肥水 平 [CK( 不 施 氮 )、N( 施 N 180 kg'hm-)、 

2/3N( 施 N 120 kg-hm”)、1/3N( 施 N 60 kg:hm)] 下 稻田 细菌 群落 及 硝化 反 硝化 关键 微生物 功能 基因 让 度 的 变 
化 .结果 显示 : 氮肥 水 平 提高 增加 了 稻田 细菌 物种 丰富 度 Chaol 指数 和 群落 多 样 性 Shannon 指数 ， 改 变 了 细菌 
群落 组 成 ， 其 中 与 硝化 作用 相关 的 硝化 螺 菌 门 Nitrospirae 和 嗜 酸 的 醋 杆 菌 门 Acidobacteria 的 相对 丰 度 随 氮 肥 
水 平 提高 而 增加 ， 但 甲烷 氧化 菌 Methylosinus 的 相对 丰 度 随 氮肥 水 平 提高 而 降低 。 和 氮肥 水 平 对 稻田 硝化 作用 
关键 微生物 氨 氧 化 细菌 amo4 基因 丰 度 的 影响 较 大 , 0~5 cm 和 10~20 cm 深度 土 层 中 的 amo4 基因 丰 度 均 随 氨 
肥 用 量 增加 而 提高 ; 反 硝 化 作用 关键 微生物 功能 基因 nirS、qnoB 和 mosZ 的 丰 度 在 不 施肥 处 理 (CK) 中 显著 低 于 
施肥 处 理 (1/3N、2/3N 和 N) (P<0.05), 但 3N、2/3N 和 N 处 理 的 稻田 nirS 基因 丰 度 没有 明显 差异 ; 0~5 cm 土 
层 中 qnoB 和 mosZ 基因 丰 度 存在 随 氮 肥水 平 提高 而 增加 的 趋势 ，10~20 cm 土 层 中 nosZ 基因 丰 度 在 2/3N 和 N 
处 理 下 显著 高 于 1/3N 处 理 (P<0.05)。N 处 理 的 稻田 NO 排放 通 量 显 著 高 于 2/3N 及 1/3N 处 理 (P<0.05)， 后 者 
又 显著 高 于 CK 处 理 (P<0.05)。 相 关 分 析 结 果 表 明 稻 田 NO 排放 通 量 与 0~5 cm 土 层 中 硝化 螺 菌 门 Nitrospirae 
相对 丰 度 及 10~20 cm 土 层 中 amo4 基因 让 度 存在 显著 相关 性 (P<0.05, n=10)。 综 上 所 述 , 氮肥 水 平 提高 增加 了 
稻田 细菌 群落 多 样 性 , 促进 了 稻田 NO 排放 ， 且 本 研究 稻田 中 硝化 作用 微生物 群落 及 丰 度 变化 与 稻田 NO 排 
放 的 关系 更 为 密切 。 
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Abstract: Microbial community structures are relevant for the utilization of nitrogen (N) and the emission of nitrous oxide 
(N2O) in paddy soils. Nitrification and denitrification are the main ways to produce N2O in soils and nitrification bacteria and 


denitrifying bacteria respectively drive the processes of nitrification and denitrification. In this study, changes in bacterial 


* ”福建 省 公益 类 科研 院 所 专项 (2015R1019-12)、 福 建 省 自然 科学 基金 项 目 (2015J01105)、 福 建 省 科技 重点 项 目 (2015N0037) 和 福建 省 农业 
科学 院 PI 项目 (2016PI-26) 资 助 

宋 亚 娜 ,研究 方向 为 土壤 微生物 分 子 生态 。E-mail: syana@sina.com 

收 稿 日 期 : 2017-02-22 ”接受 日 期 : 2017-05-24 

This study was funded by the Special Fund for Research Institutes in Public Interest in Fujian Province of China (2015R1019-12), Fujian 
Province Natural Science Foundation (2015J01105), Fujian Province Key Projects of Science and Technology (2015N0037) and Fujian 
Academy Agricultural Science’s PI Projects (2016PI-26). 


Corresponding author: SONG Yana, E-mail: syana(@sina.com 
Received Feb. 22, 2017; accepted May 24, 2017 


关 


http:/www.ecoagri.ac.cn 


第 9 期 宋 亚 娜 等 : 氮肥 水 平 对 稻田 细菌 群落 及 N20 排放 的 影响 | 


communities and the abundance of nitrification bacteria or denitrifying bacteria under different nitrogen fertilizer levels [CK 
(no N fertilization), 1/3N (N application of 60 kg-hm ”), 2/3N (N application of 120 kghm™”) and N (N application of 180 
kg-hm “|] in paddy soils were analyzed respectively by high-throughput sequencing and real-time PCR. The analysis in abundance 
of nitrification bacteria or denitrifying bacteria was based on ammonia-oxidizing bacterial amoA gene and denitrifying bacterial 
nirS gene or gnoB gene or nosZ gene. The results showed that increase in application of nitrogen fertilizer enhanced Chaol index 
and Shannon diversity index of bacterial communities and changed the composition of bacterial communities in paddy soil. The 
relative abundance of Nitrospirae and Acidobacteria increased with improvement of nitrogen fertilizers，while that of Methy- 
losinus decreased with improvement of nitrogen fertilizers in paddy soils. There was greater impact of increased use of nitro- 
gen fertilizer on the abundance of amoA gene in paddy soils. The abundance of amoA gene increased with increasing nitrogen 
application in the 0-3 cm or 10-20 cm depths of soil. The abundances of nirS gene, gnoB gene and nosZ gene in no-fertilizer 
soil (CK) were significantly lower than those in fertilizer soils (1/3N, 2/3N and N) (P < 0.05). There was no significant difference in 
the abundance of nirS gene among 1/3N, 2/3N and N treatments. However, there was an increasing tendency in the abundance of gnoB 
gene and nosZ gene with increasing application of nitrogen fertilizer in the 0-5 cm depth of soil. The abundance of nosZ gene in the 
10-20 cm depth of soil under both 2/3N and N treatments were significantly higher than that in 1/3N treatment (P < 0.05). At the same 
time, the emission of N2O under N treatment was significantly higher than that under 2/3N or 1/3N treatment (P < 0.05), and the 
latter two were also higher than that under CK (P < 0.05). Correlation analysis showed that the emission of NO was markedly 
correlated with the relative abundance of Nitrospirae in the 0—5 cm depth of soil and the abundance of amoA gene in the 10-20 
cm depth of soil (P < 0.05, n = 10). In summary, increasing nitrogen application improved the diversity of bacterial communi- 
ties and the emission of N2O in the studied paddy soils. Also there was a closer correlation between changes in abundance of 
nitrification bacteria and the emission of N2O. The results suggested that the influence of nitrification bacteria on the emission 
of N2O in the studied paddy soils was greater than that of denitrifying bacteria. 

Keywords: Nitrogen fertilizer level; Paddy soil; Microbial community; Ammonia-oxidizing bacterial gene; Denitrifying bac- 
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氮肥 不 仅 是 提高 作物 产量 的 关键 因素 ,也 是 ， 图 谱 技 术 相 比 高 通 量 测序 技术 具有 数据 产 出 通 量 


定 农田 N2O 排放 量 的 重要 因素 。N2O 是 重要 的 农业 
温室 气体 之 一 , 旱地 和 非 饱 和 水 稳 土 是 NO 的 主要 
农业 排放 源 ， 由 于 氮肥 投入 量 的 增加 , 农业 N2O 的 
排放 量 到 2030 年 预计 将 增加 35%~60%01。 

由 微生物 驱动 的 硝化 作用 和 反 硝 化 作用 是 土壤 
释放 N20 的 两 个 最 重要 的 途径 1 在 硝化 作用 的 氮 
氧化 过 程 中 经 过 一 系列 反应 经 由 羟 胺 形成 中 间 产 物 
N20, 含有 和 毛 单 加 氧 酶 基因 amo4 的 微生物 在 这 一 
程 中 起 主要 驱动 作用 局 。 土 壤 中 的 反 硝 化 细菌 在 将 
NO35-N 或 NOi-N 还 原 为 Nz 的 过 程 中 产生 N2O， 亚 硝 
酸 还 原 酶 nirs 基因 、 和 氧化 氮 还 原 酶 gqnoB 基因 和 和 氧 
化 亚 氮 还 原 酶 zxosZ 基因 是 常 作为 检测 环境 中 反 硝 化 
细菌 的 标记 基因 !"。 研 究 表明 施用 氮肥 有 助 于 提高 
稻田 土壤 氨 氧 化 细菌 amo4 基因 让 度 "1 但 对 反 硝化 
细菌 各 功能 基因 多 样 性 的 影响 各 不 相同 。 如 ,长 期 
施用 氮肥 明显 提高 红壤 稻田 nirs 基因 群落 多 样 性 久 ; 
施 氮 可 改变 柴 潮 泥水 稳 土 反 硝 化 基因 nosZ 的 丰 度 ， 
但 并 未 明显 影响 红 黄 泥水 稻 土 反 硝 化 基因 nosZ 丰 
度 外 。 硝 化 反 硝化 作用 直接 关系 到 稻田 N20 的 排放 ， 
硝化 反 硝 化 微生物 各 功能 基因 多 样 性 及 丰 度 的 变化 
与 稻田 NO 排放 的 相关 性 值得 深入 研究 。 

在 土壤 微生物 群落 研究 中 , 与 一 般 的 DNA 指纹 


高 、 信 息 量 大 的 特点 。 高 通 量 测序 技术 的 发 展 实现 
了 大 规模 土壤 微生物 基因 直接 测序 ,为 土壤 微生物 
物种 、 结 构 、 功 能 和 遗传 多 样 性 的 研究 提供 了 丰富 
的 信息 0 中。 高 通 量 测序 在 稻田 细菌 多 样 性 的 研究 
中 已 大 量 应 用 ， 如, 在 生物 黑 炭 对 红壤 性 稻田 根 际 
微生物 的 研究 中 ， 发现 一 些 对 植物 生长 有 益 的 促 生 
菌 有 增加 的 趋势 5 采用 Illumina miseq 高 通 测序 技 
术 对 细菌 的 16S 保守 区 进行 测序 ， 发 现 轮 作 土 壤 微 
生物 丰富 度 (Chao1) 远 高 于 连 做 tl。 应 用 高 通 量 测序 
技术 必 闻 有 助 于 稳 田 NO 释放 相关 微生物 多 样 性 的 
深入 研究 。 

化 学 氮肥 是 决定 农田 NO 排放 量 的 重要 因素 ， 
通过 对 我 国 单 季 稳 、 稳 - 旱 轮 作 中 的 水 稳 及 双 季 稳 等 
378 个 点 位 的 NO 排放 量 的 估算 ， 表明 氮肥 用 量 对 
排放 结果 县 有 极 显著 的 影响 "1 而且 氮肥 施用 后 也 
会 在 短期 内 引起 N,O 排放 量 的 显著 增加 51。 但 是 在 
施用 氮肥 增加 稻田 N20 排放 过 程 中 有 关 土 壤 微 生物 
的 作用 还 不 十 分 清楚 , 尤其 是 硝化 与 反 硝 化 微生物 
群落 结构 变化 所 发 挥 的 作用 更 需 深入 探讨 。 本 研究 
利用 最 新 的 分 子 生物 学 技术 分 析 了 稻田 土壤 微生物 
群落 结构 的 变化 及 其 对 稻田 NO 排放 的 影响 。 我 们 
以 田间 试验 为 对 象 ,通过 高 通 量 测序 和 荧光 定量 
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PCR 技术 分 析 不 同 氮肥 水 平 下 稻田 土壤 细菌 的 种 
类 、 群 落 结构 、 多 样 性 及 硝化 和 反 硝 化 细菌 功能 
ee 评价 氮肥 水 平 对 稻田 微生物 群落 结构 与 功 

9 影响 及 其 与 稻田 N2O 排放 的 相关 性 。 为 深入 探 
0 
持续 农业 发 展 提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 田间 试验 

本 研究 在 位 于 福建 省 福州 市 前 洋 村 (26"11'N， 
119°16'E) 的 福建 省 农业 科学 院 试 验 基地 水 稻田 进 
行 。 供 试 土壤 为 红壤 ,基本 理化 性 状 为 : 有 机 质 含量 
15.77 g:-kg“"、pH 5.82、 全 氮 1.28 g:-kg 、 全 磷 0.27 
gkg '、 全 钾 18.35 gkg '、 碱 解 氮 153.6 mgkg :、 有 
效 磷 15.67 mg-kg“"、 速 效 钾 77.98 mg'kg '。 

依据 当地 常规 的 氮肥 用 量 设置 N[180 kg(N)-hm“]、 
2/3N[120 kg(N)-hm“]、1/3N[60 kg(N):-hm] 和 对照 
CK( 不 施 氮 磷 钾 肥 )4 个 处 理 。 氮 肥 种 类 为 尿素 , 磷肥 和 
钾肥 种 类 为 过 磷酸 钙 和 和 氧化 钾 ， 全 部 磷 钾 肥 和 1/2 氮肥 
用 做 基肥 , 1/2 氮肥 在 水 稻 分 药 后 期 追肥 。 磷肥 和 钾肥 均 
分 别 为 50 kg(P20;)-hm” 了 和 100 kg(K2O)-hm-。 每 个 处 
理 重复 3 次 , 共 12 个 田间 小 区 随机 排列 ， 小 区 面积 
20 m”, 种 村 密度 为 175 000 株 :hm“。 供 试 水 稳 品种 为 
“ 荟 丰 优 3301’(Oryza sativa L. Huifengyou3301), 按 当 
地 常规 进行 水 稻 栽 培 的 水 分 及 田间 管理 。 田间 试验 于 
5 月 初 播种 , 6 月 初 插秧 , 10 月 初 收获 。 
1.2 土壤 样品 采集 

于 水 稳 生长 最 旺盛 的 开花 灌浆 期 ,每 个 小 区 随 
机 选 5 个 点 采集 土壤 样品 , 为 了 更 好 区 分 表层 和 根 
层 土 壤 ， 用土 钻 分 别 采 集 0~5 cm 和 10~20 cm 深度 
的 土 层 土壤 , 将 5 点 采集 的 土壤 混合 为 1 个 样品 。 
12 个 小 区 取得 0~5 cm 和 10~20 cm 土 层 土 样 各 12 
个 , 共 24 个 土壤 样品 。 田 间 采 集 的 土 样 放 入 4 'C 冰 
盒 中 保存 ， 于 实验 室内 将 混合 后 的 土壤 去 除根 系 、 
杂 草 、 土 壤 动 物 和 石 块 等 杂质 并 混 匀 后 于 -70 C 冷 
冻 保 存 用 于 土壤 微生物 分 析 。 
1.3 土壤 微生物 DNA 提取 

土壤 微生物 总 DNA 提取 采用 FastDNA SPIN Kit 
(For Soil) (QBIOgene) 的 试剂 盒 方法 ， 称 取 0.5 g 解 冻 
后 的 土壤 样品 ， 按 试剂 盒 的 试验 步骤 进行 土壤 微 生 
物 总 DNA 提取 , DNA 样品 -20 C 冰 箱 保 存 待 用 。 
1.4 ”土壤 微生物 的 高 通 量 测序 

将 冻 存 的 稻田 土壤 DNA 样品 用 干冰 包装 后 ， 送 
至 北京 诺 禾 致 源 生物 信息 科技 有 限 公司 ,进行 微生物 


16S 扩 增 子 高 通 量 测序 。 利 用 通用 引物 338F: 
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 和 806R: GGACTAC 
HVGGGTWTCTAAT 对 细菌 16S 的 V3-V4 区 进行 扩 
增 09，PCR 采用 高 保 真 酶 Phusion High-Fidelity PCR 
Master Mix with HF Buffer 23 RL、DMSO 3 nL、 F/R 
引物 各 3 hnL、DNA 模板 10 nL、 加 无 菌 水 至 50 pL 
的 反应 体系 ,PCR 扩 增 条 件 为 : 98 'C, 30 s; 30x(98 'C， 
15 s; 58 ‘C, 15 s; 72 'C, 15 s); 72 'C, 1 mino PCR 产物 
采用 Ilumina 公司 MiSeq 测序 系统 上 机 分 析 。 利 用 
QIIME(version 1.8.0) 对 原始 序列 进行 分 析 ! "所 有 
样本 的 序列 随机 抽取 到 30 000， 然 后 进行 各 项 分 析 ， 
在 97% 置 信和 度 下 将 每 个 样品 所 有 的 16S rRNA 基因 
序列 进行 分 类 ， 获 得 和 内、 纲 、 目 、 科 和 属 各 水 平 下 
的 分 类 单元 .同时 利用 QIIME 计算 Alpha 多 样 性 ， 包 
括 物种 丰富 度 Chao1、 香 农 指数 Shannon 和 辛普森 
指数 Simpson 等 ; 并 进行 样品 间 差 异 分 析 ， 通 过 
STAMP 生成 主 成 分 分 析 PCA 图 03。 
1.$ ”土壤 微生物 的 荧光 定量 PCR 

利用 氨 氧 化 细菌 amo4 基因 及 反 硝 化 细菌 的 
nirS、gqnoB 和 nosZ 基因 的 特异 引物 "1( 表 1), 在 
ABI PRISM7500 Real-Time PCR System 扩 增 仪 上 进 
行 绝对 荧光 定量 PCR 分 析 。 反 应 体系 为 25 hL， 其 
中 2RnL 稀释 5 倍 的 DNA 模板 加 反应 液 23 nL， 反 应 
液 包 括 12.5 hL SYBR Premix Ex TaqTM(2x), 0.5 nL 
ROX Reference Dye11(50 x)， 前 、 后 引物 各 1 AL(S 
pmol:L"'， 英 骏 生 物 工程 公司 ， 上 海 ) 和 8 kL 超 纯 水 。 
标准 曲线 的 建立 依照 He 等 ”的 方法 。 分 别 对 土壤 
DNA 用 各 个 基因 的 特异 引物 进行 PCR 扩 增 , 将 PCR 
扩 增 产物 克隆 到 pMD-18(TaKaRa， 大 连 ) 载 体 中 ， 然 
后 对 插入 正确 片段 的 克隆 进行 质粒 DNA 提取 ,用 
Nanodrop ND-1000 UV-Vis 测定 质粒 DNA 浓度 ， 计 
算 质 粒 DNA 拷贝 数 , 按 10 倍 梯度 稀释 质粒 DNA 制 
作 标 准 曲线 。 本 试验 中 amo4、nirS、gqnoB 和 mosZ 
基因 的 标准 曲线 范围 分 别 为 9.09x10%~9.09x10% 
copies:L !、3.67x10”~3.67x1075 copies:L™!、5.24x10”~ 
5.24x105 copies:L 和 7.19x10”~7.19x10” copies:L 'o 
amoA、nirS、qnoB 和 nosZ 基因 标准 曲线 的 R* 均 达 
0.99， 扩 增 效 率 分 别 为 1.01、0.98、0.99 和 1.01。 
1.6 ”N20 排放 通 量 监测 

于 土壤 样品 采集 当天 ， 采 用 静态 密闭 箱 法 采集 
稻田 N20O 的 排放 样品 。N2O 浓度 采用 气相 色谱 
(Agilent Technologies 7890B GC system， 美国 ) 测 定 ， 
检测 器 是 电子 捕获 检测 器 (ECD)， 检 测 器 温度 
330 'C, 气相 色谱 的 分 离 材料 是 PQ 填充 柱 ， 柱 温 
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侍 基 269 


表 1 荧光 定量 PCR 的 引物 


Table 1 Primers for real-time PCR 
目标 基因 引物 序列 扩 堆 长度 
Target gene Primer sequence Length of amplification (bp) 
氨 氧 化 细菌 amo4 基因 amoAlF: GGGGTTTCTACTGGTGGT A 
Ammonia-oxidizing bacterial amoA gene amoA2R: CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 
反 硝 化 细菌 nirs 基因 nirS4F: TTCRTCAAGACSCAYCCGAA 36 
Denitrifying bacterial nirS gene nirS6R: CGTTGAACTTSCCGGT 
反 硝 化 细菌 gqnoB 基因 qnoB2F: GGN CAY CAR GGN TAY GA 6 
Denitrifying bacterial gnoB gene qnoB5R: ACCCANAGRTGNACNACCCACCA 
反 硝 化 细菌 nosZ 基因 nosZF: CGYTGTTCM TCGACA GCC AG 470 


Denitrifying bacterial nosZ gene 


55 Ce 标准 气体 由 大 连 大 特 气体 有 限 公 司 提供 。N2O 
排放 通 量 计算 公式 为 1 
F=pxhxdC/dtx273/(273+7) (1) 

式 中 : Ff 为 NO 排放 通 量 [g-(m”h) 1!]; o 为 NO 标准 状 
态 下 的 密度 (1.964 kg-m“); 有 为 经 过 田间 水 层 高 度 调 
整 后 采样 箱 顶 部 距 水 面 的 实际 高 度 (m); 4C/d1 为 采样 
过 程 中 采样 箱 内 N20 浓 度 变 化 率 [L-(m’h)""]， 即 罩 
箱 后 密闭 时 间 和 与 箱 内 气体 浓度 进行 线性 回归 方程 的 
和 斜率; 7 为 采样 箱 内 的 平均 温度 (C)。 
1.7 ”数据 分 析 

采用 Microsoft Excel 2007 和 SPSS 13.0 软件 进 
行 数据 处 理 分 析 和 制图 ， 处 理 之 间 的 平均 值 差 异 采 
用 one-way ANOVA 单 因 素 方差 分 析 , 用 Excel 2007 
中 的 CORREL 公式 计算 相关 系数 ， 以 相关 系数 显著 
性 检验 表 确 定 相关 系数 的 显著 性 水 平 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 不 同 施 氮 水 平 下 稳 田 细菌 群落 变化 
2.1.1 多 样 性 变化 

本 研究 通过 对 16S rRNA 的 V3-V4 区 的 高 通 量 
测序 共 测 得 有 效 序列 1 998 211 条 , 平均 每 个 样品 的 
测序 深度 为 83 258 条 有 效 序列 。 测 序 所 得 的 一 些 多 


nosZ1662R: CGSACCTTSTTGCCSTYGCG 


样 性 指数 如 表 2 所 示 。Chaol 指数 表示 物种 丰富 程 
度 ， 其 值 越 高 表明 物种 的 丰富 度 越 高 ; Shannon 指数 
(Shannon diversity index) 反 映 样品 的 多 样 性 程度 ， 值 
越 高 表明 群落 的 多 样 性 越 高 ; simpsom 指数 
(Simpson diversity index) 反 映 物种 的 优势 度 ， 数 值 越 
高 说 明 多 样 性 越 单一 上 ]。 结 果 表 明 稻 田 细菌 的 菌 种 
丰富 度 指数 Chaol 在 CK 处 理 下 最 低 ，L/3N 处 理 下 
即 显著 提高 (P<0.05), 2/3N 和 NN 处 理 间 差 异 虽 不 显著 
但 二 者 均 显 著 (P<0.05) 高 于 1/3N 处 理 ; 同时 ,稻田 
土壤 细菌 群落 的 Shannon 指数 随 氮 肥水 平 的 提高 
显著 增加 , N 处 理 显著 (P<0.05) 高 于 2/3N 和 1/3N 处 
理 , 后 者 又 显著 (P<0.05) 高 于 CK 处 理 ; 与 Shannon 
虽 数 相对 应 的 Simpson 指数 则 呈现 出 施用 氮肥 的 3 
个 处 理 显著 (P<0.05) 低 于 不 施肥 的 CK 处 理 ; 且 上 述 
指标 在 0~5 cm 和 10~20 cm 两 个 深度 土 层 中 都 具有 
相同 的 变化 规律 。 
2.1.2 ”群落 结构 分 析 

本 研究 测 得 的 稻田 土壤 细菌 主要 菌 和 门 包括 : 变 
形 菌 站 (Proteobacteria)、 浮 霉菌 内 (Planctomycetes)、 
硝化 螺 菌 让 (Nitrospirae)、 厚 壁 菌 让 (Firmicutes)、 绿 
弯 菌 站 (ChloroflexD)、 放 线 菌 让 (Actinobacterial) 和 本 


表 2 不同 氮 肥水 平 下 稻田 不 同 深度 土壤 细菌 丰富 度 及 多 样 性 
Table 2 Richness and diversity indexes of bacteria in 0-S cm and 10-20 cm depths of paddy soil under different 
nitrogen fertilizer levels 


土 层 深度 
Depth of soil (cm) 


氮肥 水 平 


Nitrogen fertilizer level Chaol index 


物种 丰富 度 指数 


香农 指数 


Shannon diversity index 


辛普森 指数 


Simpson diversity index 


0~5 CK 9 144+1 093c 

1/3N 12 940+238b 

2/3N 15 192+604a 

N 15 503+636a 

10~20 CK 9 742+342¢c 
1/3N 12 660+576b 

2/3N 14 693+369a 

N 14 957+747a 


11.04+0.1Sc 0.001 5+0.000 1a 
11.55+0.20b 0.000 6+0.000 02b 
11.76+0.10b 0.000 7+0.000 1b 
11.95+0.01a 0.000 6+0.000 01b 
11.50+0.04c 0.001 0+0.000 1a 
11.66+0.06b 0.000 6+0.000 08b 
11.70+0.03b 0.000 7+0.000 04b 
11.82+0.05a 0.000 7+0.000 03b 


NN: 180 kg(N)-hm “; 2/3N: 120 kg(N)-hm “; 1/3N: 60 kg(N)-hm“; CK: 0 kg(N):hm“. 同一 土 层 同一 列 数 值 字母 不 同 差异 显著 (P<0.05)。Values 
in the same column for the same depth of soil followed by different letters are significantly different (P < 0.05). 


http:/www.ecoagri.ac.cn 


1270 中 国生 态 农业 学 报 2017 


人 { 各 绸 半 


杆菌 门 (Acidobacteria)。 这 7 类 菌 门 占 样品 总 菌 量 的 
79.60%~89.30%, 平均 84.78%。 其 中 变形 菌 门 、 醋 
杆菌 内 和 绿 弯 菌 内 在 各 样品 中 所 占 比例 较 高 ， 依 次 
均 占 26.94%、22.08% 和 18.55%。 可 见 变形 菌 内 、 醋 
杆菌 内 和 绿 弯 菌 内 是 本 研究 的 稻田 土壤 微生物 中 的 
优势 种 群 。 

1 显示 了 不 同 处 理 的 土壤 细菌 各 菌 内 的 组 成 
及 其 平均 相对 丰 度 。 占 土壤 细菌 总 量 比例 较 高 的 醋 
杆菌 内 在 0~5 cm 和 10~20 cm 两 个 土 层 中 均 存 在 随 
氮肥 水 平 提高 其 相对 丰 度 逐渐 增加 的 趋势 ,相对 丰 


相对 丰 度 
Relative abundance (%) 
cn 人 小 ~1 co 性 
OOSSS 
广 下 EXZZZZAN 


CK | L3NI23N| N 


0~5 cm 


处 理 和 土 层 深度 


Treatment and depth of soil 


度 分 别 从 CK 处 理 的 18.40%、17.80% 提 高 到 N 处 理 
的 25.50%、30.00%。 不 同 处 理 的 变形 菌 门 的 变化 趋 
势 与 醋 杆 菌 内 相反 ， 在 两 个 深度 土 层 中 其 相对 丰 度 
分 别 从 CK 处 理 的 35.50%、28.20% 降 低 到 N 处 理 的 
22.80%、21.40%。 

此 外 ,不 同 处 理 的 硝化 螺 菌 让 的 相对 丰 度 也 存 
在 较 明 显 的 变化 规律 , 0~5 cm 和 10~20 cm 两 个 土 
层 中 的 硝化 螺 菌 内 的 相对 丰 度 分 别 从 CK 处 理 的 
2.80% 和 3.00% 逐 渐 提 高 到 N 处 理 的 5.70% 和 
4.90%。 

口 其 他 Others 


四 变形 菌 门 Proteobacteria 
上 浮 霉菌 门 Planctomycetes 
口 硝化 螺 菌 门 Nitrospirae 


日 厚 壁 菌 门 Firmicutes 


日 绿 弯 菌 门 Chloroflexi 
日 放 线 菌 门 Actinobacteria 


CK |13N123N| N 醋 杆 菌 门 Acidobacteria 


田 未 鉴定 Unassigned 


10~20 cm 


1 不 同 氮肥 水 平 下 稻田 不 同 深度 土壤 细菌 群落 门 组 成 
Fig. 1 Composition of bacteria at phylum level in 0-5 cm and 10-20 cm depths of paddy soil under different N application levels 
N: 180 kg(N)hm-; 2/3N: 120 kg(N)-hm-; 1/3N: 60 kg(N)-hm 2; CK: 0 kg(N)-hm 2. 


2 进一步 显示 了 上 比例 最 高 的 前 10 个 属 的 细菌 
在 0~5 cm( 图 2a) 和 10~20 cm( 图 2b) 土 层 的 构成 情 
况 。 总 体 而 言 ， 两 个 深度 土 层 中 均 存 在 3 个 属 的 菌 
[ 互 营 杆 菌 (Deswulfobacca)、 梭 菌 属 (Clostridium) 和 甲 
烷 氧 化 菌 (Methylosinus)] 的 相对 丰 度 在 氮肥 水 平 提高 
时 降低 ， 其 中 甲烷 氧化 菌 的 相对 丰 度 在 0~5 cm 土 层 中 
存在 明显 的 N<2/3N 三 1/3N<CK 的 变化 趋势 ; 而 其 余 
7 个 属 的 菌 [4 一 29、 分 支 菌 属 (Mycobacterium)、 厌 氧 粘 
细菌 属 (4naeromyxobacter)、GOUTA19、 地 杆菌 属 
(Geobacter)、 醋 杆菌 属 (Candidatus) 和 红 游 动 菌 属 
(Rhodoplanes)] 总 体 呈 氮肥 水 平 提 高 相对 丰 度 增加 
的 趋势 。 其 中 , 属于 硝化 螺 菌 门 的 4 一 29 和 
GOUTA19 两 个 属 的 菌 的 相对 丰 度 , 在 0~5 cm 和 
10~20 cm 两 个 土 层 中 均 呈 现 出 较 高 氮肥 用 量 (N 或 
2/3N) 显 著 高 于 较 低 的 氮肥 用 量 (1/3N) 或 不 施肥 的 对 
照 (CK) (P<0.05)。 

基于 高 通 量 测序 的 稻田 土壤 细菌 群落 组 成 的 主 
成 分 分 析 PCA 结果 如 图 3 所 示 。 结果 显示 , CK 处 理 
的 细菌 群落 组 成 与 /3N、2/3N 和 N 处 理 的 细菌 群落 
组 成 在 变异 较 大 的 PC1 方向 上 分 布 差异 明显 , CK 处 


理 单独 聚 类 ; 1/3N 处 理 与 2/3N 及 N 处 理 在 PC1 方 
向 上 也 存在 一 定 分 布 差异 ; 2/3N 处 理 与 N 处 理 在 
PC1 方向 上 几乎 没有 分 布 差异 ， 仅 在 变异 较 小 的 
PC2 方向 上 存在 分 布 差异 。 此 外 , CK 和 1/3N 处 理 的 
0~5 cm 土 层 细菌 群落 组 成 与 10~20 cm 土 层 的 细菌 
群落 组 成 在 PC2 方向 上 也 存在 一 定 差异 ; 2/3N 及 N 
处 理 的 不 同 深度 土 层 的 细菌 群落 组 成 几乎 没有 分 布 
差异 。 说 明 随 氮肥 水 平 的 提高 稻田 细菌 群落 组 成 在 
逐渐 发 生变 化 ,不 施 氮肥 的 稻田 细菌 群落 组 成 与 施 
用 氮肥 的 稻田 细菌 群落 组 成 差异 最 大 ,在 施用 氮肥 
的 不 同 处 理 间 , 中、 高 氮肥 处 理 的 稻田 细菌 群落 组 
成 较为 接近 , 与 低 氮 处 理 存在 一 定 差异 , 但 差异 不 
显著 。 
2.2 ”稻田 硝化 反 硝 化 微生物 功能 基因 丰 度 分 析 
利用 荧光 定量 PCR 技术 分 析 了 与 稻田 氮 素 转化 
及 NO 排放 相关 的 关键 微生物 功能 基因 的 丰 度 。 驱 
动土 壤 氮 素 硝 化 过 程 关 键 步骤 的 amo4 基因 丰 度 如 
4a 所 示 。 在 0~5 cm 和 10~20 cm 两 个 深度 土 层 中 
氨 氧 化 细菌 amo4 基因 丰 度 均 随 氮肥 用 量 的 提高 
增加 。0~5 cm 土 层 中 CK 处 理 的 氨 氧 化 细菌 amo4 
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相对 丰 度 Relative abundance (%) 


oCK oO1/3N a2/3N meN 


细菌 群落 属 Bacteria at genus level 


2 不 同 氮肥 水 平 下 稻田 土壤 0~5 cm(A) 和 10~20 cm(B) 土 层 细菌 群落 属 组 成 
Fig. 2 Composition ofbacteria at genus level in 0-5 cm (A) and 10-20 cm (B) depths of paddy soil 
under different N application levels 
N: 180 kg(N)-hm; 2/3N: 120 kg(N):hm ; 1/3N: 60 kg(N):-hm“; CK: 0 kg(N):hm“. 同一 属 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05)。Different letters 


above bars at the same genus indicated significant difference (P< 0.05). 


100] 
六 
Pa 
全 
507 口 
Ss 
达 所 国 
| 网 
名 
0 a 国 
% 
令 
-504 ~ 
Jee 内 
一 100 —50 50 
PC1 10.21% 
oO CK 0~5 cm ®: CK 10~20 cm 
A: 1/3N 0~5 cm 全 : 1/3N 10~20 cm 
©O:2/3N 0~5 cm 全 :2/3N 10~20 cm 
D: N 0~3 cm ma: N 10~20 cm 
图 3 不 同 氮 肥水 平 下 稻田 不 同 深度 土 层 细菌 群落 结构 
的 主 成 分 分 析 


Fig.3 PCA analysis ofbacterial community in 0-S cm and 10-20 
cm depths of paddy soil under different N application levels 
N: 180 kg(GN)hm 2; 2/3N: 120 kg(N)-hm ; 1/3N: 60 kg(N)-hm ; 
CK: 0 kg(N)-hm™. 


基因 丰 度 显著 (P<0.05) 低 于 1/3N 处 理 ，1/3N 处 理 又 
显著 (P<0.05) 低 于 2/3N 和 N 处 理 ; 10~20 cm 土 层 中 


各 个 处 理 间 的 差异 都 到 达 了 显著 水 平 (P<0.05)。 

同时 ,本 研究 测定 了 驱动 反 硝 化 过 程 的 3 个 主要 
微生物 功能 基因 wzrS、9zoB 和 nosZ 的 丰 度 。 图 4b 显 
示 了 反 硝 化 细菌 nirs 基因 丰 度 的 变化 , 在 0~5 cm 和 
10~20 cm 两 个 深度 土 层 中 不 施肥 的 CK 处 理 均 显著 
(P<0.05) 低 于 其 余 施 肥 的 处 理 , 但 在 13N、2/3N 和 
处 理 间 反 硝化 细菌 nixs 基因 丰 度 没有 明显 差异 。 结 
果 表 明 施 用 氮肥 可 显著 提高 稻田 土壤 硝化 细菌 zzry 
基因 丰 度 ， 但 氮肥 用 量 多 少 的 影响 不 显著 。 

不 同 氮肥 水 平 下 的 稻田 反 硝 化 细菌 qnoB 基因 
丰 度 在 0~5 cm 土 层 中 变化 较 大 ， 随 氮肥 水 平 提 高 
增加 ,呈现 N 宇 2/3N 宇 1/3N>CK 的 变化 趋势 , 其 中 N 
处 理 显著 高 于 1/3N 和 CK 处 理 (P<0.05), 2/3N 和 1/3N 
处 理 又 显著 高 于 CK 处 理 (P<0.05)( 图 4c); 而 在 10~20 cm 
土 层 中 1/3N、2/3N 和 N 处 理 间 的 qnoB 基因 丰 度 差 
异 不 显著 , 但 三 者 均 显 著 (P<0.05) 高 于 CK 处 理 ( 图 4c); 
此 外 , 各 个 处 理 均 呈现 出 0~5 cm 土 层 gnoB 基因 丰 度 
显著 (P<0.05) 高 于 10~20 cm 土 层 。 表 明 稳 田 表 层 土壤 
中 的 qnoB 基因 丰 度 较 高 且 变 化 较 活 跃 。 

稻田 反 硝 化 细菌 zosZ 基 因 丰 度 的 测定 结果 显示 
(图 4d): 0~5 cm 和 10~20 cm 两 个 深度 土 层 中 均 存 在 
N>1/3N>CK 的 显著 变化 趋势 (P<0.05); 对 2/3N 处 理 
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土 层 深度 Depth of soil (cm) 
图 4 不 同 氮 肥水 平 下 稳 田 不 同 深度 土壤 氨 氧 化 细菌 amo4 基因 (A) 和 反 硝 化 细菌 nirs 基因 (B)、gqnoB 基因 (C)、nosZ 
基因 (D) 丰 度 


Fig. 4 Abundances of ammonia-oxidizing bacterial amoA gene (A) and denitrifying bacterial nirS gene (B), gnoB gene (C), nosZ 
gene (D) in 0-5 cm and 10-20 cm depths of paddy soil under different N application levels 
N: 180 kg(N)-hm; 2/3N: 120 kg(N):hm; 1/3N: 60 kg(N)-hm”; CK: 0 kg(N)-hm”. 同一 深度 土 层 内 各 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 
(P<0.05)。 Different letters above bars at the same depth of soil indicated significant differences (P < 0.05). 


而 言 , 在 0~5 cm 土 层 中 处 于 N 和 1/3N 之 间 , 与 这 下 > 

二 者 的 差异 都 不 显著 ; 在 10~20 cm 土 层 中 2/3N 处 所 

理 的 nosZ 基 因 丰 度 显著 (P<0.05) 高 于 1/3N 处 理 , 但 是 尝 340 

与 N 处 理 间 差异 不 明显 。 表 明 稻田 土壤 中 的 nosZ 有 320 

基因 丰 度 变化 较为 活跃 。 2 310 

2.3 ”稻田 N20 排放 状况 上 I 1 | 
本 研究 在 水 稻 生 长 最 旺盛 的 开花 灌浆 期 分 析 了 ZZ 280 TY aN 

土壤 微生物 群落 的 变化 , 同时 监测 了 稻田 NO 的 排放 nt 


状况 。 寺 果 显示 氮肥 水 平 提高 高 促进 了 稻田 Nz0 的 排放 ， S 不 同 氮 肥水 平 下 稳 田 NO 排放 通 量 
N 处 理 的 N2O 排放 通 量 显著 (P<0.05) 高 于 其 他 处 理 ， Fig.$5 N2O emission in paddy soil under different N applica- 


人 通 量 美 灵 不 显著 但 一 tion levels 
L3N 和 处 理 的 NzO 排放 通 量 差异 个 显著 , 但 二 N: 180 kg(N)hm ”; 2/3N: 120 kg(N)-hm ”; 1/3N: 60 kg(N)-hm ; 
者 也 均 显 著 (P<0.05) 高 于 不 施肥 的 对 照 (CK) (图 5)。 CK: 0 kg(N)-hm-?， 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05)。Different 


将 稻田 NO 排放 通 量 与 土壤 硝化 反 硝 化 细菌 各 功 letters above bars indicated significant differences (P < 0.05). 

能 基因 拷贝 数 及 硝化 螺 菌 让 、 属 (本 研究 中 比例 最 高 的 

前 10 个 属 中 的 硝化 螺 菌 4_29 和 GOUTA19) 相 对 丰 度 3 ”讨论 和 结论 

进行 相关 分 析 ,， 结果 如 表 3 所 示 。 可 见 , 0~5 cm 土 层 中 随 着 DNA 测序 技术 的 发 展 ， 高通 量 测序 技术 逐 
硝化 螺 菌 门 相 对 丰 度 与 NO 排放 通 量 的 相关 系数 最 高 。 渐 成 为 研究 土壤 微生物 多 样 性 及 评价 土壤 质量 的 重 
且 达 到 显著 性 水 平 (P<0.05, n=10), 10~20 cm 土 层 中 的 。 要 手段 和 方法 。 本 研究 利用 高 通 量 测序 技术 分 析 了 
氨 氧 化 细菌 amo4 基因 拷贝 数 与 N,O 排放 通 量 的 相 不同 氮肥 水 平 下 稻田 土壤 细菌 群落 的 变化 情况 。 发 
关系 数 最 高 也 达到 显著 性 水 平 (P<0.05, n=10)。 其 余 ”” 现 水 稻 开 花 灌 浆 期 内 ， 施 肥 的 稻田 细菌 物种 丰 度 程 
指标 与 N2O 排放 通 量 的 相关 性 不 显著 。 度 和 多 样 性 都 明显 高 于 不 施肥 的 稻田 ， 且 所 肥水 平 
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表 3 稻田 不 同 深度 土 层 功能 基因 拷贝 数 及 硝化 螺 菌 相对 丰 度 与 NO 排放 通 量 的 相关 系数 
Table 3 Correlation coefficients between N2O emission flux and functional genes copies or relative abundance of 
Nitrospirae in 0-5 cm and 10-20 cm depths of paddy soil 


土 层 深度 Depth of soil (cm) 


0~5 10~20 
amo4 基因 拷贝 数 amo4 gene copies 0.425 5 0.636 4” 
nirS 基因 拷贝 数 nirS gene copies 0.216 8 0.243 0 
qnoB 基因 拷贝 数 gnoB gene copies 0.522 1 0:3252 
nosZ 基因 拷贝 数 nosZ gene copies 0.430 7 0.302 6 
4-29 相对 丰 度 Relative abundance of 4-29 0.382 7 0.217 2 
GOUTA19 相对 丰 度 Relative abundance of GOUTA19 0.382 4 0.411 8 
硝化 螺 菌 内 相对 丰 度 Relative abundance of Nitrospirae 0.629 0” 0.444 8 


* 显 著 性 检验 水 平 达 0.05， 自 由 度 为 10。*: significant level is up to 0.05, freedom degree is 10. 


提高 有 助 于 增加 土壤 细菌 丰富 程度 , 但 当 氮 肥水 平 
较 高 后 土壤 细菌 丰富 度 的 增加 不 再 明显 。 与 不 施肥 
的 稻田 土壤 比较 ， 施 肥 的 稻田 土壤 养分 (速效 氮 、 磷 、 
钾 ) 及 有 机 碳 含量 都 会 增加 ， 可 以 为 细菌 生存 和 生长 
提供 更 多 的 宜 居 微 环 境 ， 使 土壤 细菌 种 群 多 样 性 增 
加 请 2 。 本 试验 稻田 土壤 中 变形 菌 和 由、 醋 杆 菌 内 和 
绿 弯 菌 门 是 占 土壤 细菌 比例 较 高 的 3 个 主要 细菌 
和 内。 其 中 醋 杆 菌 内 相对 丰 度 受 氮肥 水平 影响 最 大 ， 
氮肥 用 量 增 加 促进 了 醋 杆 菌 内 相对 丰 度 的 提高 。 醋 
杆菌 是 一 类 嗜 酸 的 细菌 ,氮肥 水 平 提高 有 助 于 降低 
土壤 pH 增加 土壤 酸性 5')， 从 而 促进 了 醋 杆 菌 内 相对 
丰 度 的 增加 。 

与 氮 素 转化 密切 相关 的 硝化 螺 菌 内 相对 丰 度 在 
稻田 细菌 中 所 占 比 例 虽 然 不 高 ,但 对 氮肥 水 平 的 提 
高 响应 强烈 ， 其 相对 丰 度 随 氮 肥 用 量 增加 而 显著 提 
高 。 同 时 ,在 稻田 土壤 细菌 中 所 占 比例 最 高 的 10 个 
细菌 属 中 的 4 一 29 和 GOUTA19 都 属于 硝化 螺 菌 门 ， 
且 和 氮肥 水 平 提高 促进 了 这 二 者 相对 丰 度 的 增加 。 确 
化 螺 菌 是 驱动 土壤 硝化 过 程 的 主要 微生物 ， 其 相对 
丰 度 的 提高 可 能 增强 稻田 硝化 作用 ， 而 在 硝化 作用 
过 程 中 伴 有 N20O 的 释放 。 相 关 分 析 结 果 显 示 稻 田 表 
层 土壤 中 硝化 螺 菌 内 相对 丰 度 与 稻田 NO 排放 量 有 
显著 相关 性 (P<0.05，m=10)。 由 此 可 见 ， 本 研究 中 硝 
化 螺 菌 内 相对 丰 度 的 增加 对 稻田 NO 释放 应 存在 一 
定 贡献 。 

此 外 , 在 细菌 属 水 平 的 分 析 中 还 发 现 氮肥 水 平 
是 高 抑制 了 稻田 土壤 中 的 甲烷 氧化 菌 属 ， 尤 其 在 
0~5 cm 的 表层 土 中 甲烷 氧化 菌 属相 对 丰 度 随 氮 肥水 
平 提高 显著 降低 。 这 可 从 微生物 群落 方面 解释 氮肥 
抑制 甲烷 氧化 的 机 制 71。 

本 研究 同时 利用 荧光 定量 PCR 技术 分 析 了 稻田 
土壤 中 驱动 硝化 反 硝 化 的 微生物 功能 基因 丰 度 的 变 
化 。 发 现 硝 化 作用 限制 性 步骤 握 氧 化 过 程 关 键 酶 


amo4 基因 的 丰 度 变化 与 氮肥 用 量 密切 相关 ， 不同 深 
度 土 层 中 均 呈 现 出 随 氮 肥水 平 提 高 amo4 基因 丰 度 
增加 的 明显 趋势 ,尤其 在 深度 10~20 cm 土 中 不 同 氮 
肥水 平 处 理 间 的 差异 都 达到 显著 水 平 (P<0.05)。 反 硝 
化 作用 是 在 硝酸 盐 还 原 酶 、 亚 硝酸 盐 还 原 酶 、 氧 化 
氮 还 原 酶 和 氧化 亚 氮 还 原 酶 4 个 酶 的 连续 作用 下 将 
土壤 中 NO3-N 或 NO;-N 还 原 为 N; 的 过 程 。 对 其 中 
3 个 关键 酶 基因 丰 度 的 测定 发 现 , 不 施肥 稳 田 土壤 
中 亚 硝酸 还 原 酶 nirs 基因 、 和 氧化 氮 还 原 酶 gqnoB 基 
因 和 和 氧化 亚 氮 还 原 酶 zosZ 基因 的 丰 度 都 显著 低 于 其 
他 施肥 处 理 稻田 。 而 在 施肥 处 理 的 稻田 中 ,gqnoB 基 
因 和 nosZ 基因 的 丰 度 对 氮肥 用 量 增加 的 响应 程度 明 
显 强 于 nirS 基因 ,前 2 个 基因 丰 度 在 0~5 cm 土 层 
中 均 存 在 随 氮 肥 用 量 提 高 而 增加 的 趋势 ， 且 
10~20 cm 土 层 中 的 nos2 基因 在 中 、 高 氮 处 理 下 显 
著 提 高 ; 但 ms 基因 丰 度 对 氮肥 用 量 的 增加 没有 了 明 
显 响应 ， 高 、 中 、 低 氮肥 水 平 间 没有 差异 。 说 明 本 
研究 稻田 中 驱动 反 硝化 过 程 的 氧化 氮 还 原 酶 gnoB 
基因 和 和 氧化 亚 氮 还 原 酶 no0sZ 基因 受 氮 肥 用 量 的 影 
响 较 大 。 

硝化 和 反 硝 化 过 程 被 认为 是 土壤 释放 N2O 的 重 
要 途径 ， 通 过 与 驱动 硝化 反 硝 化 的 微生物 相对 丰 度 
及 功能 基因 丰 度 的 相关 分 析 ， 发 现在 本 研究 中 稻田 
N20 排 放量 与 硝化 作用 微生物 功能 基因 丰富 程度 的 
相关 性 更 高 ,表现 在 0~5 cm 土 层 中 的 硝化 螺 菌 和 门 相 
对 丰 度 及 10~20 cm 土 层 中 氨 氧 化 细菌 amo4 基 因 丰 
度 与 NO 排放 通 量 的 相关 性 均 达 到 显著 性 水 平 
(P<0.05, mn=10)。 许 多 试验 研究 表明 反 硝 化 微生物 功 
能 基因 丰 度 与 土壤 NO 释放 之 间 无 明显 相关 性 ， 如 
不 同 季节 土豆 地 反 硝 化 基因 (nirK、nosZ 和 cnorB) 丰 
度 变化 与 N,O 释 放量 无 关 ? 站 ;利用 实时 PCR 技 术 研 究 
发 现 短 期 内 (72 nh) 农田 土壤 反 硝 化 基因 (nosZ，nirs) 直 
度 变 化 和 N2O 释 放量 之 间 没 有 相关 性 请 ;; 70%WFPS 
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条 件 下 的 湿地 反 硝 化 基因 zxosZ 丰 度 与 NO 释放 之 间 
没有 明确 的 相关 性 El。 本 研究 中 施用 氮肥 或 气 肥 用 
量 增加 引起 的 反 硝 化 微生物 nirS、qnoB 和 nosZ 基 因 直 
度 的 提高 与 稻田 NO 释放 量 也 都 没有 相关 性 。 
综 上 说 述 ， 本 研究 通过 对 水 稻 开 花 灌浆 期 内 稻 
田 土 壤 的 分 析 , 发 现 与 无 所 和 低 氮 相 上 比较 高 的 氮肥 
用 量 能 促进 稻田 细菌 群落 多 样 性 提高 及 改变 细菌 群 
落 组 成 ,同时 可 增加 稻田 温 昌 室 气体 NO 的 排放 ， 且 
稻田 土壤 中 参与 硝化 作用 的 微生物 群落 组 成 与 丰 度 
的 变化 与 NO 排放 增加 的 关联 更 为 密切 。 但 因为 土 
壤 N,O 的 产生 有 多 种 途径 ， 由 多 个 酶 催化 进行 , 不 
同 途 径 的 不 同 酶 催化 反应 间 存 在 相互 制约 或 促进 的 
复杂 关系 。 因 此 ,还 需要 通过 对 水 稻 生 长 过 程 中 参 
与 土壤 NO 产生 的 关键 微生物 功能 基因 多 样 性 及 其 
作用 进行 系统 的 分 析 研 究 。 此 外 ， 从 DNA 水 平 研 究 
硝化 反 硝 化 微生物 基因 群落 仅 能 代表 微生物 的 潜在 
生理 功能 , 仍 需 通过 RNA 水 平 深入 研究 硝化 反 硝化 
细菌 各 功能 基因 多 样 性 与 N,O 释 放 的 相关 性 。 
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